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Summmツ Theculture of lymphocytes is usually performed in an incubator at the 
atmospheric oxygen concentration (about 20 %). But in vivo lymphocytes exist in an 
oxygen concentration of less than 20 %. I investigated the effects of various oxygen 
concentrations on lymphokine activated killer (LAK) and natural killer (NK) activities. 
The oxygen tension of arterial blood and venous blood are about 90~ 100 mmHg and 40 
mmHg. The cultures were performed at 20 %， 5 %， and 2 % oxygen concentrations using 
an Nz田Oz-COzincubator， because the dissolved oxygen partial pressure of the culture 
medium is about 90 mmHg at 5 % oxygen concentration and about 40 mmHg at 2 % oxygen 
concentration in the incubator. The LAK and NK activities of the lymphocytes that were 
cultured with recombinant interleukin 2 (rlL-2) at 2 % or 5 % oxygen concentration for 
three days significantly decreased in comparison with those at 20 % oxygen concentration. 
However， there was no difference in cell viabi1ity， CD同16positive/Leu-7 negative cel 
population， or IL-2 receptor βCIL-2Rβ) chain positive cel population between the 
lymphocytes of the 2 % oxygen culture and those of the 20 % oxygen culture. The 
lymphocytes which were once activated with rIL-2 at 20 % oxygen concentration for three 
days killed Daudi and K 562 cells under the condition of 2 % oxygen concentration to the 
same degree as under that of 20 % oxygen concentration. In other words， activated LAK 
and NK cells were capable of killing the tumor cells at 2 % oxygen concentration， but 
oxygen is important for induction and maintenance of LAK and NK activities. Our resu1ts 
indicate the possibility that high levels of cytotoxic activity can be induced and preserved 
in vivo by oxygen supplement with breathing in the patient who receives adoptive im-
munotherapy against malignant tumor. 
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高い抗腫疹効果が認められている.しかし，その他の癌 較は， 20%酸素濃度下と 5%酸素濃度下，および 20%酸
に対してはいまだ十分な治療効果が得られていない1)ー3). 素濃度下と 2%酸素濃度下の聞で行った.
このことは各腫湯により LAK細胞の抗腫蕩作用に対し 4.細胞培養
て感受性の高低があることを示している. したがって， 培養はすべて， Lーグノレタミン(0.3mg/mJ)とカナマイ
さらに高い LAK活性を誘導することができれば，感受 シン(0.08mg/mJ)を添加した RPM11640(ニツスイ製
性の低い腫蕩に対しても治療効果を高めうる可能性が考 薬〉培養液に 5% fetal bovine serum(FBS)を加えて行
えられる.ところで， Ghoshら4)は， 1L-2投与により誘 った.
導されるLAK細胞の細胞傷害活性がinvivoとinvitro LAK活性と NK活性の誘導は 10'個のリンパ球を 5
で異なり， in vivoでは invitroで認められるほど高い細 %FBSとrIL-2 00 u/mJ)を加えた RPM11640培養液
胞傷害活性を誘導できないことを報告している.この in 00 mJ)中で、行った.
vivoとinvitroの差が何に基づくかは明らかではない リンパ球の生存率は 0.25% (w/v)プロナーゼ〔生化学
が， リンパ球が存在する環境内の酸素濃度の違いが関与 工業社製〉処理後，トリパンフツレ}にて核染色を行って算
している可能性がある.すなわち invitroでのリンパ球 出した，)，8).
培養は，通常大気中の酸素濃度(20%， 150 mmHg)下で 5. LAK活性， NK活性の測定
行われるのに対し， in vivoでのリンパ球は，大気中より LAK活性および NK活性の測定には，それぞれ
低い酸素濃度(動脈血 90-100mmHg，静脈血 40 Daudi細胞団urkitt Iymphoma)， K 562細胞(human
mmHg，末梢組織 30-60mmHg)5)下におかれている. 巴rythrol巴ukemia)を標的細胞として用い， 5lchromium 
そこで，著者は 1L-2による LAK活性， NK活性の誘導 (51Cr) release as閣 y法9)，10)にて LAK細胞， NK細胞の
ならびにこれらの細胞傷害作用に及ぼす酸素濃度の影響 細胞傷害活性を測定した.すなわち， 10% FBSを含んだ




た後，ハンクス液にて 5回洗浄し， 5 % FBSを含んだ
RPM11640培養液で 105細胞/mlに調整した.次いで，丸
1.ヒトリンパ球の分離法 底型 96穴のプレート (Nunc社〉に O.lmlの標的細胞
健常成人のへパリン加末梢血より Fico11.Conray比重 (target ce11)浮遊液と， 10'細胞/mlから 3X 105細胞/ml
遠心法町こて単核細胞を分離し，ハンクス液(ニツスイ製 まで段階希釈した細胞数のリンパ球〔巴ffectorc巴1)液
薬〉にて 3回遠心，洗浄した. Fico11】Conr・ay溶液は 0.1mlを加え 3TCで5時間培養した.培養後， 0.lmlの
9 % Fico11 (Pharmacia Fine Chemicals)と33.4% 培養上清を静かに集め，そこから放出されるガンマー線
Conray-400(第一製薬〉を 24:10の割合で混和して作製 量をオートガンマーカウンター(auto-gamma5000， 
した Packard)にて測定した.細胞傷害活性は次の式より計算
2. Recombinant interleukin 2 (rlL -2) した.
RIL-2は武田製薬社製の遺伝子組換えヒト 1L-2を



















( 12 ) 木本
5回洗浄した. 5 % FBSを含んだ RPMI1640培養液で












(Becton Dickinson)をそれぞれ 20μJずつ 10'個(50μl)
のリンパ球に加え 40C，30分間反応させ， O.OlMのPBS
(phosphate-buffered saline)にて洗浄後， FACStar™ 
(Becton Dickinson)を用いて CD16， Leu 7陽性細胞数
を測定した.
また，抗 IL-2Rβ 鎖抗体:MiKβ1")(ユチレイ社〉
を用い， IL-2Rβ 鎖陽性リンパ球数とリンパ球 1個当り




10 u/mlのrIL-2を加え 20%および 2%酸素濃度下





3日間 rIL-2 (10 u/ml)とともに培養したリンパ球の
LAK活性をばたctortarget ratio(E : T ratio) 3 1， 
10: 1， 30: 1， 100: 1の4条件で測定したところ 5
%酸素濃度下で培養したリンパ球の LAK活性は， 20 % 
酸素濃度下で培養したリンパ球に比べどの E:T ratio 
においても有意に低下していた(P<0.05).また， 2%酸




RIL-2 (10 u/ml)を加え 3日間培養したリンパ球の
NK活性を測定したところ， 5%酸素濃度下で培養した
リンパ球の NK活性は，20%酸素濃度下で培養したりン



























Fig. 1. C巴1viability of cultured peripherial blood 
mononuclear ce11s (PBMC) und巴roxygen. 
limited conditions with rIL.2 (10u/ml) for 7 
days. The number of the viable ce11s was 
count巴dwith trypan blue nucl巴arstaining 
after pronase treatment. Those PBMC were 
cultured at 20% oxygen concentration (.0.) 
and 2% (...) 






中の NK細胞数を測定するため，リンパ球表面の CD16 
とLeu7抗原の twocolor分析を行った結果では， 2 % 
および 5%酸素濃度下で培養したリンパ球中の CD16 
陽性， Leu 7陰性細胞数は， 20 %酸素濃度下で培養した
リンパ球中の CD16陽性， Leu 7陰性細胞数と変わらな
かった(Table1). 




ろ， 20 %酸素濃度下で 2日間rIL-2 (10 u/ml)とともに
培養したリンパ球の IL-2Rβ 鎖陽性細胞数は， 6.2土
0.7(mean:tSD)%で， 2%酸素濃度下で培養したリンパ
球では 6.9士1.7%と有意な差はみられなかった.また，



















3:1 10:1 3: 1 10: 1 
E : T ratio E : T ratio 
* P<0.05， *本P<O圃01，*** P<0.005 * P<O.OOl， ** P<0.0005 
Fig. 2. Induction of LAK activity in oxygen-limit巴dconditions in continuous culture 
with rIL-2 C1Ou/m!) for three days. 5lCr-label巴dDaudi cells were used as a 
target cell for LAK activity assay. A constant number of 104 slCr-labeled 
target cells (O.lm!) were incubated with various number of effector cells (0. 
1m!) in the round同bottom96-w巴Iplates at the E: T ratio of 3 : 1， 10・1，30:1， 
and 100目1. Those cultures in triplicate w巴r巴 P巴rform巴dat 3TC in th巴
humidified incubator for 5 h. The PBMC w巴recultured for thre巴daysat 20% 
oxygen concentration (-0-) and 5% (-・-)in the left figur巴， and at 20% oxygen 









芯」 ω L 






3: 1 10: 1 30: 1 100: 1 3: 1 10: 1 30: 1 100: 1 
E: T ratio E : T ratio 
*Pく0.05，** P<0.005， *** P<O.OOl *Pく0.01，**Pく0.01，*** P<0.0005 
Fig. 3目 Inductionof NK activity in oxygen-limited conditions in continuous culture 
with rIL-2 C1Ou/m!) for 3 days目 K562c巴lsw巴reused as a target cel町 The
PBMC were cultured for three days at 20% oxygen concentration乙0-)and 
5%ι・う inthe 1巴ftfigure， and at 20% oxygen concentration (-0-) and 2% 
ι・-)in the right figur巴
(13 ) 
(14 ) 木本 誠
Table 1. The number of NK cells in cultured lymphocytes under oxygen-limited conditions 
a20% 
b5% 
dLeu-7(ー〕 Leu-7( +) Leu-7(ー〕 Leu-7(十〉
CD-16(-) CD-16(ー〕 CD-16C十〕 CD-16C十〉
76.6土5.2% 7.4土0.8% 7.1土2.1% 8.9土2.4%
74.8土4.7% 9.3土1.3% 8.6士1.1% 7.3士1.8%
dLeu-7( -) Leu-7C十) Leu-7C -) Leu-7C十〕
CD-16Cー〉 CD-16Cー〕 CD-16C十〕 CD-16C十〉
77.0土4.0% 8.1土3.5% 6.5士1.1% 8.5士4.7%
75目8:14.8% 9目8土3.3% 8.4土3目1% 6.0土2.7%
a20% 
'2% 
The lymphocytes were cultured with rlL-2 C10u/mI) for three days at a20%， b5%， and '2% oxygen 
concentrations. 
dThe surface Leu-7 positive C十)or negative (-) lymphocytes and CD-16 positive C十)or negative 
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Fig. 4. The expr巴ssionof surface 1L-2Rβchain on lymphocytes cultured under 
oxyg巴n】limitedconditions. 1L-2Rβchain on surface of the lymphocytes that 
W巴recultured at "20% and b2% oxygen concentrations with r1L-2 C10u/mO 
for two days， were analyzed by the MiK恥β1antibody with flow microfluoro-
metry (FMF) 
CNon specific fluorescence (only F1TC-conjugated anti mous巴19Gantibody) . 
dSp巴cificfluoresc巴nce(anti 1L-2Rβchain antibody (MiK】β1)and F1TC-
conjugat巴danti mous巴 19Gantibody) . 
epercent of 1L-2Rβchain positive lymphocyte 
fFluorescence int巴nsityof lymphocyte surface 1L目2Rβchain.
酸素濃度のlymphokineactivated killer (LAK)， 
natural kil巴r(NK)活性におよぼす影響 (15 ) 
酸素濃度下 37.9:t6.4，2 %酸素濃度下 38.6:t4. 3と酸 細胞と NK細胞の細胞傷害作用を測定したところ，いず
素濃度により差を認めなかった(Fig目 4). わしの酸素濃度下で、も細胞傷害作用は影響を受けなかった
6. LAK活性誘導および NK活性誘導の kinetics!こ (Fig. 6，7). 
及ぼす酸素濃度の影響 8. IL-2再刺激後の LAK活性， NK活性への酸素濃
10 u/mlのrIL-2を加え培養したリンパ球の LAK活 度の影響
性と NK活性の kineticsを培養前と 1，3， 5， 7日目 5日間 20%酸素濃度下で 10u/mlのrIL-2とともに
にE: T ratio 30: 1で測定した(Fig.5). 20 %酸素濃 培養したリンパ球を 5日目に再び同量のrIL-2にて再
度下ではリンパ球の LAK活性は培養 1日目より上昇し， 刺激し，以後 20%酸素濃度下と 2%酸素濃度下に分けて
3日目をピークとして 7日目まで高い LAK活性を維持 再培養して，培養開始 5，6， 8， 10日目に LAK活性
したのに対し， 2 %酸素濃度下で培養したリンパ球では， およびNK活性の測定を E: T ratio 30 : 1で、行ったと
上昇の程度は弱く，培養3日目をピークとして急激に低 ころ， 2 %酸素濃度下にて培養したリンパ球の LAK活
下した.また， NK活性の kineticsも同様であり， 20 % 性， NK活性は経目的に急激に低下したのに対し， 20 % 
酸素濃度下では持続して高い NK活性がみられたのに 酸素濃度下で培養したリンパ球は高い LAK活性， NK 
対し， 2%酸素濃度下では，培養期聞が長くなるにつれ 活性を維持した(Fig.8). 
てNK活性は急激に低下した 9. リンパ球の肝癌細胞に対する非特異的抗腫療活性
7.活性化された LAK細胞， NK細胞の細胞傷害作用 に及ぼす酸素濃度の影響
に及ぼす酸素濃度の影響 RIL-2 (10 u/m!)とともに 3日間培養したリンパ球の
3日間 20%酸素濃度下で 10u/mlのrIL-2とともに ヒト肝癌細胞(Alexandercell)に対する抗腫湯活性をみ
培養して高い LAK活性， NK活性を得たリンパ球を用 ると， 2%酸素濃度下にて培養したリンパ球の抗腫療活

































*P <0.05， ** P <0.0005 
Fig. 5. Kinetics of LAK and NK activiti巴sat the E: T ratio of 30・1in oxyg巴n-limitedconditions in 
continuous culture with rIL-2 C10u/m!). Th巴 LAKactivities of PBMC cultured at 20% 
oxyg巴nconc巴ntrationじ0-)and 2% (ー.-)in the left figure， and the NK activities at 20% 






















3: 1 10: 1 30: 1 
E: T ratio 
Fig. 6. Measurem巴ntof LAK cell.mediated !ysis under conditions of oxygen limitation. Th巴
LAK activities of the PBMC which were cu1tur巴dat 20% oxygen concentration with 
rIL.2 (lOu/mJ) for three days， w巴remeasur巴dat 20% oxygen concentration (.0.) 
and 5%ι・.)in the incubator in the !eft figure， and at 20% oxygen concentration 
ふ0.)and 2%ι・う inthe incubator in th巴 rightfigur巴
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Fig目 7.Measurement of NK cell.m巴diated!ysis under conditions of oxygen limitation. The 
NK activiti巴sof the PBMC which were cu!tured at 20% oxyg巴nconcentration with 
rIL.2 C10u/mJ) for three days， were measur巴dat 20% oxygen concentration心0.)
and 5% (ー・.)in the incubator in the !eft figure， and at 20% oxygen concentration 
乙0.)and 2% (.・.)in the incubator in the right figure. 
酸素濃度のlymphokineactivated kil巴r(LAK)， 
natural killer (NK)活性におよぼす影響 (17 ) 
LAK activity NK activity 
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Fig目 8.Kinetics of LAK and NK activiti巴sof the PBMC at th巴 E:T ratio of 30: 1， which w巴r巴
cultured with rIL.2 ClOu/mJ) for 5 days at 20% oxyg巴nconcentration and then restimulat巴d
with rIL-2 (10u/mJ) under oxygen-limited conditions. LAK activities of restimulated PBMC 
at 20% oxygen concentration (-0-) and 2%じ・-)in the left figure， and NK activities at 
20% oxygen concentration (-0-) and 2% (-.ー)in the right figure were measured by 5lCr 
rel巴aseassay. 
養したリンパ球の抗腫蕩活性より有意に低かった(P< リンパ球を 20%酸素濃度下で培養し LAK活性， NK活




酸素濃度の違いは細胞の増殖や機能に様々な影響を及 ると，酸素濃度は LAK活性， NK活性の誘導と維持に重
ぼすと言われている.たとえば， 100 %の酸素濃度下で 要であったが，活性化された LAK細胞， NK細胞による
は，大気中の酸素濃度下に比してマウス線維芽細胞株 細胞傷害作用には影響を及ぼさなかった.さらにヒト肝
(NCTC 929)やヒト皮膚上皮細胞株(NCTC1469)など 癌細胞に対する抗腫湯効果の検討で、は 2%酸素濃度下で
の細胞増殖は減少する 12)一方，大気中より低い酸素濃度 は， 20%酸素濃度下で活性化したリンパ球に比べ顕著に
下の培養では大気中の酸素濃度下よりも Africangreen 抗腫療活性が低値であった.以上の成績は，現在の養子
monkey kidney cel (Vero cel， CCL-81)やhuman 免疫療法のプロトコーノレで、は生体内で、の酸素濃度が大気
diploid cell(WI -38)の細胞増殖がさかんになると言わ 中より低いため十分に抗腫疹効果が発揮されていない可





のような影響を受けるのかを検討した. 分庄に近づけることによってより高い LAK活性， NK 
著者の実験では， IL-2でLAK活性， NK活性を誘導 活性が誘導，維持され養子免疫療法の効果を高めうる可
する際に， 5 %または 2%酸素濃度下で培養するとリン 能性が示唆された.
パ球の LAK活性， NK活性は20%酸素濃度下で培養し 次に培養器中の酸素濃度の低下がなぜ LAK活性，
たリンパ球に比べ低く，経目的観察でも 2%酸素濃度下 NK活性の低下を導いたかという点であるが，まず，リン
でLAK活性， NK活性の著明な低下がみられた.また， パ球の生存率の低下によるものかを明らかにするため培






3 : 1 1 0 : 1 30 : 1 100 : 1 
E:丁 ratlo
*Pく0.001，**Pく0.0005
Fig. 9. Cytotoxicity of IL-2 induced PBMC under 
conditions of oxygen limitation against Alex. 
ander cels. Cytotoxic activity of th巴 PBMC
cultur巴dwith rIL-2 C10u/mI) for three days 
at 20% oxygen concentration (.0-) and 2% 
(・う， was measured with 51Cr-lab巴led
Alexander cells as a target cell. 
誠
ーを持っているが16l， IL-2による NK細胞の活性化は
IL-2Rβ 鎖を通して行われる 17).そこで， リンパ球の IL





















養リンパ球の生細胞数を調べたところ， 20 %， 2 %酸素 第三に，細胞傷害活性を得るためのエネノレギ一代謝に
濃度下でrIL-2 (10 u/mI)を加えて培養したリンパ球の 酸素が必要であることなどが考えられる.
生存率は 7日目までともに低下し両者で有意な差はみら 以上，その詳細なメカニズムはなお不明であるが，酸
れなかった.つまり，培養リンパ球の生存率は酸素濃度 素濃度の低下がリンパ球の LAK活性， NK活性の低下
の影響を受けなかった. と抗腫蕩効果の減弱を招くことを明らかにした.この成
次に，リンパ球中の NK細胞数の低下が NK活性の低 績は，酸素療法の併用による末梢組織中の酸素濃度
下を導いた可能性を検討するためリンパ球の CD16と (30-60 mmHg) 5)，22)を大気中の酸素濃度(150mmHg)
Leu 7をFACSにて解析した.ほとんどの NK細胞は に近づけることによって，養子免疫療法の効果を高めう
CD 16陽性で，そのなかでも L巴u7陰性の NK細胞が最 る可能性を示唆するものである.





る1町が， 2 %または 5%酸素濃度下で培養したリンパ球 著者は養子免疫療法の効果に影響を及ぼす因子として




ている.なお， LAK細胞数については LAK細胞に特有 1)生体内酸素濃度(動脈血:5%，静脈血 2 %)下で
な抗原が見いだされていないため測定で、きなかった. のIL-2によるリンパ球の LAK活性， NK活性の誘導
ところで，形態学的に NK細胞と言われている large は， 20 %酸素濃度下に比べ明らかに低下した.一方， 20 
granular lymphocytes(LGL)はMW55，000 peptide(p %酸素濃度下で IL-2刺激によってー且高い活性を得た
55)レセプター(IL-2Ra鎖〉と MW75，000 peptid巴(p LAK細胞， NK細胞による腫湯細胞の傷害性は生体内
75)レセプター(IL-2Rβ 鎖〉の 2種類の IL-2レセプタ 酸素濃度下に移しても影響を受けなかった.
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